












学校编码：10384                            分类号       密级 














专  业 名 称：药   理   学 
论文提交日期：2014 年 05 月 




评    阅    人： 




















另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的
































（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 







                             声明人（签名）： 
















目的: 苯扎氯铵（benzalkonium chloride, BAC）是滴眼液中最常用的防腐剂。
大量临床及实验研究表明，长期使用含 BAC 的滴眼液会引起一系列的眼表不良
反应。本研究主要探讨 BAC 致结膜下组织纤维化的机制。 
方法：SD 雄性大鼠 45 只，随机分成对照组、实验组和细胞培养组，每组
15 只。对照组和实验组分别用 PBS 和 0.01% BAC 滴左眼，每天两次，每 12 小
时一次。一个月后，取大鼠左眼球结膜组织提取蛋白和 RNA 及制备石蜡包埋切
片；细胞培养组取大鼠左眼球结膜成纤维细胞（CFs）进行原代培养，分别用 PBS、
0.00005% BAC、0.000075% BAC、0.000075% BAC + LY2157299（TGF-βR1 抑
制剂，200μ M）、0.000075% BAC + NS-398（COX-2 抑制剂，100μ M）作用于
细胞，24 小时后提取蛋白和 RNA。以 Western Blot (WB) 和 qRT-PCR 方法检测
结膜组织和原代培养的 CFs 的细胞外基质（Ⅰ型胶原α 1 链，Col1A1；纤维连接
蛋白-1，FN-1），TGF-β信号通路相关分子（TGF-β1、TGF-βR1、TGF-βR2、 Smad2、 
Smad3、P-Smad3) 和 COX-2 的蛋白及 mRNA 表达水平，并以苏木素-伊红染色
法（H&E）、苦味酸-酸性品红染色法（Van Gieson’s）、过碘酸-希夫染色法（PAS）
和免疫组织化学染色法观察结膜下组织的病理改变及炎症细胞的浸润情况。 
结果：H&E、Van Gieson’s 及 PAS 染色结果显示，0.01% BAC 处理组球结膜
上皮细胞及杯状细胞的形态和数量与 PBS 对照组相比无明显不同，但结膜下组
织成纤维细胞密度轻微增加，有明显的胶原纤维沉积；免疫组织化学染色显示，
0.01% BAC 处理组球结膜下组织未见中性粒细胞和巨噬细胞浸润；WB 和
qRT-PCR 结果显示，BAC 处理组球结膜组织和原代培养的 CFs Col1A1、FN-1 
COX-2、TGF-β1、TGF-βR1、Smad3、P-Smad3 蛋白或 mRNA 的表达均显著高
于 PBS 对照组，而 TGF-βR2 和 Smad2 蛋白的表达与 PBS 对照组相比无明显差
异；0.000075% BAC + LY2157299 细胞处理组，P-Smad3、Col1A1 和 FN-1 的蛋
白表达均显著低于 0.000075% BAC 处理组；0.000075% BAC + NS-398 细胞处理
















结论：BAC 通过 COX-2 激活 TGF-β1/Smad3 信号通路，引起结膜下成纤维细胞
产生大量细胞外基质从而引起结膜下组织纤维化。 








































Purpose: Benzalkonium chloride (BAC) is the most common preservative in 
ophthalmic preparations. Large bodies of clinical and experimental studies have 
shown that long term use of topical drugs with BAC can induce a series of ocular 
surface disease, such as subconjunctival fibrosis. The purpose of this study is to 
investigate the mechanism underlying subconjunctival fibrosis caused by BAC. 
Methods: 45 Sprague-Dawley male rats were randomly assigned to control group, 
experimental group and cell culture group of 15 rats each. In control and experimental 
groups, the left eye of rats were treated topically with PBS or 0.01% BAC twice daily 
for one month, respectively. In cell culture group, cells were isolated from left eye of 
rats and cultured. The primary conjunctval fibroblasts (CFs) were exposed for 24 
hours to 0.00005% BAC, 0.000075% BAC, 0.000075% BAC+LY2157299 (a 
selective TGF-βR1 inhibitor, 200μ M), 0.000075% BAC+NS-398 (a selective COX-2 
inhibitor, 100μ M) and PBS, respectively. The expression of extracellular matrix 
(alpha-1 type I collagen and fibronectin-1), TGF-β signaling pathway-related 
molecules (TGF-β1, TGF-βR1, TGF-βR2, Smad2, Smad3 and phosphorylated Smad3) 
and COX-2 in bulbar conjunctival tissues and CFs were detected by Western blot 
(WB) and quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR). The pathological changes of 
bulbar conjunctival tissue of rats were examined by haematoxylin-eosin (H&E), Van 
Gieson's, periodic acid-Schiff (PAS) and immunohistochemical staining. 
Results: Rats treated with 0.01% BAC exhibited a slight increase of the fibroblast 
density and more compact collagen deposition in the bulbar subepithelial connective 
tissues compared with rats treated with PBS. While there were no difference in 
inflammatory cell infiltration and alteration of epithelium and goblet cells in 
conjunctival tissues between the two groups. WB and qRT-PCR analysis showed that 
the expression of extracellular matrix (ECM), TGF-β signaling pathway-related 















rats exposed to 0.01% BAC and in CFs exposed to 0.00005% and 0.000075% BAC. 
In CFs, BAC-induced ECM expression was obviously decreased by LY2157299, 
while the BAC-induced activation of TGF-β1/Smad3 signaling pathway was greatly 
attenuated by NS-398.  
Conclusion: BAC-induced subconjunctival fibrosis is a consequence of excessive 
ECM expression of CFs through COX-2-mediated activation of TGF-β1/Smad3 
Signaling Pathway. 
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第一章  前 言 
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1.1  苯扎氯铵与结膜下组织纤维化 
1.1.1  苯扎氯铵及其结构 
苯扎氯铵（BAC）属于季铵盐类，是一种双极性化合物，分子式：C21H38NCl，
结构式如下图 1 所示。BAC 为十二烷基二甲基苄基氯化铵，具有高度的水溶性，
在水溶液中离解成阳离子活性基团（十二烷基二甲基苄基）表现为强大的表面活
性，可改变细菌胞膜的通透性，使菌体胞浆内的物质外渗，阻碍其代谢而起灭菌

























1.1.2  苯扎氯铵的杀菌作用 
BAC 是一种具有阳离子表面活性的广谱杀菌剂，具有较强的杀菌作用，即















反应，临床上显示出较好的安全性[2]。自 20 世纪 50 年代至今，BAC 一直作为最
常用的防腐剂用于滴眼液，几乎所用的青光眼滴眼液中都含有 BAC。有研究报
道 BAC 还可以增强药物的渗透性，提高活性成分的浓度，使药物更好地刺激或
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